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WES RK RAB USP 基因 的 定位 与 定量 
分 析 及 其 与 EcR 基因 相关 性 


(陕西 师范 大 学 生命 科学 学 院 , 西安 710062) 








摘要 :【 目的 】 超 气门 蛋白 (ultraspiracle protein, USP) 是 虹 皮 激素 作用 训 标 的 重要 组 成 部 分 。 本 研究 拟 通 过 分 析 在 
WEZ KJH Polyrhachis vicina Roger USP 基因 PvUSP 在 不 同 品 级 成 虫 头 部 mRNA 表达 的 差异 ,推测 PvUSP 对 其 脑 
神经 功能 或 行为 的 影响 ; 拟 通 过 饲 喂 PvUSP dsRNA 对 拟 黑 多 刺 蚁 不 同 品级 成 虫 PvUSP 进行 RNA 干扰 (RNAi), 推 
测 PvUSP 对 虫 体 生理 功能 的 影响 及 其 与 蚁 皮 激 素 受 体 (ecdysone receptor, EcR) 基因 PvkcR 之 间 功 能 的 相关 性 。 
【方法 】 利 用 殉 光 原 位 杂交 及 菊 光 实时 定量 PCR 技术 对 拟 黑 多 刺 凡 不 同 品 级 成 虫 涉 部 PvUSP mRNA 组 织 分 布 与 表 
达 水 平 进行 检测 ;通过 饲 咀 PvUSP dsRNA 对 拟 黑 多 刺 蚁 不 同 品级 成 忠 PvUSP 进行 RNAI, EFA IESE E He PCR 
检测 拟 黑 多 刺 蚁 PvUSP 与 PoEcR 表达 水 平 的 变化 。【 结果 】PvUSP mRNA 广泛 表达 于 拟 黑 多 刺 蚁 不 同 品级 成 虫 头 
部 (主要 分 布 于 曹 形体 ) ,不 同 品级 成 虫 头 部 PoUSP mRNA 的 表达 量 不 同 , 工 蚁 头 部 表达 量 最 高 , 雄 蚁 头 部 次 之 ,上 峻 
尽头 部 的 表达 量 最 低 ;RNAi 沉默 PoUSP 后 ,与 对 照 组 相 比 , PvUSP mRNA 在 不 同 品级 拟 黑 多 刺 蚁 成 虫 体内 表达 量 
均 明 显 降 低 , 并 存在 显著 差异 (P<0.01) ;与 对 照 组 相 比 ,PvkcR mRNA 在 各 品级 表达 量 均 有 增加 , 工 蚁 和 雄 蚁 表达 
量变 化 不 显著 (P>0.05) ,但 肉 蚁 体内 PoEcR mRNA 表达 量 显 车 增加 (P<0.05)。[【 结 论 ] PvUSP 基因 对 拟 黑 多 刺 
下 不 同 品级 头 部 神经 系统 的 构建 功能 作用 的 发 挥 有 关 ; 拟 黑 多 刺 蚁 PvUSP 基因 与 PvkcR 基因 可 能 在 异 源 二 聚 体 
形成 过 程 中 存在 关联 性 或 功能 的 互补 性 ;PvUSP 可 能 对 上 肉 蚁 的 生殖 功能 产生 重要 影响 。 

关键 词 : 拟 黑 多 刺 蚁 ; 超 气 门 蛋白 (USP) ; RNA 干扰 ; 暗 皮 激素 受 体 (EcR) ;发 育 调 市 
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Positioning and quantitative analysis of ultraspiracle protein gene in the 



























































head and its correlation with ecdysone receptor gene in adult Ployrhachis 
vicina (Hymenoptera: Formicidae ) 

DANG Liang, XI Geng-Si” , FAN Jin-Ying, YANG Dong-Liang, WANG Yan-Nan ( College of Life 
Sciences, Shaanxi Normal University, Xi’ an 710062, China) 

Abstract: [ Aim] Ultraspiracle protein ( USP) belongs to an essential component of a heterodimeric 
receptor complex with the ecdysone receptor ( EcR) which binds ecdysteroids. This study aimed to 
explore the distribution of USP mRNA in heads of different castes of Polyrhachis vicina Roger adults for 
inferring the influence of PvUSP on the function or behavior of cranial nerve of P. vicina, and to assess 
the influence of PvUSP on physiological functions in the body and the relationship with EcR gene by 
feeding PvUSP dsRNA as RNAi to different castes of P. vicina adults. [Methods] We used real-time 
fluorescent quantitative PCR technique and fluorescence in situ hybridization to test the distribution of 
PvUSP mRNA expression level in the head of different castes of P. vicina adults, conducted RNAi on 
different castes of P. vicina adults by feeding PvUSP dsRNA, and used the real-time fluorescent 
quantitative PCR technique to detect the changes in PvUSP and PuEcR mRNA levels. [ Results] PvUSP 
was widely expressed in the head of different castes of P. vicina adults, and especially concentrated in 
the mushroom body. However, its expression level was quite different in the three castes. The highest 
expression level was found in the head of workers, the moderate expression level was in the head of male 
adults, and the lowest was in the head of female adults. After using RNAi technique to silence PvUSP, 
the expression level of PvUSP mRNA decreased obviously in bodies of different castes of P. vicina adults 
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as compared to the control, and an extremely significant difference was observed ( P <0.01), while the 


expression levels of PuEcR mRNA all increased in different castes. The changes in PuvEcR mRNA level in 


workers and male adults were not distinct ( P >0.05) , while those in the female body showed a dramatic 


increase ( P <0.05). [Conclusion] PvUSP may be related to the structure and functions of nervous 


system of P. vicina. PvUSP and PvEcR may have relevance in the formation of heterogeneous dimers or 


function complementarily. PvUSP may influence the reproductive functions of female adults of P. vicina. 


Key words: Polyrhachis vicina; ultraspiracle protein ( USP); RNAi; ecdysone receptor ( EcR ) ; 


developmental regulation 








PLAS AS AC LEP, WE BZ AR al — ARON] BY 
素 相 关 转 录 因 子 进 行 信号 的 转 导 和 放大 ,从 而 完成 对 
生长 变态 发 育 的 调控 。 昆 虫 的 暗 上 及 和 释 态 由 赔 上 及 激 
A (ecdysteroid, Ecd) 和 保 幼 激素 (juvenile hormone, 
JH) 联 合作 用 控制 ,类 固 醇 激 素 20-7 HE Mt, BZ fi] (20- 
hydroxyecdysone , 20E ) 作 为 昆虫 蚁 皮 激 又 的 主要 活性 
形式 ,启动 昆虫 赔 皮 ( Riddiford et al., 2000) ,同时 保 
幼 激 系 可 以 阻止 晓 皮 激 双 起 始 变 态 ,从 而 维持 幼虫 的 
HEAR (Gilbert et al., 2000)。20E 的 转录 调控 是 通过 
与 两 个 核 受 体 超 家 族 成 员 绪 合 , 即 虹 皮 激素 受 体 
(ecdysone receptor, EcR) 和 超 气 门 绰 日 (ultraspiracle 
protein ，USP) 形 成 的 异 源 二 聚 体 (Yao et al., 1993) 相 
互 作用 ,起 始 包 括 转录 因子 表达 在 内 的 蚁 诺 级 联 反 
应 ,从 而 引起 昆虫 赔 皮 (Henrich and Brown, 1995; 
Thummel, 1995; Riddiford et al., 2000) 。 

USP 隶属 于 核 受 体 超 家 族 的 第 二 亚 家 族 , 为 抓 
儿 核 受 体 ,是 哺乳 动物 中 视 黄 醇 受 体 的 类 似 物 。 
USP 可 与 其 他 的 核 受 体形 成 异 源 二 聚 体 ,包括 虹 皮 
激素 受 体 EcR, USP 及 EcR 具有 共同 的 结构 特征 : 
自 N 端 起 , 都 是 由 A/B 域 [ 转 录 激 活 域 
( transactivation domain) | .C 域 | DNA 结合 域 (DNA- 
binding domain,，DBD )j]、D 域 | 饮 链 域 ( hinge 
region) | E W| 配 体 结合 域 (ligand binding, LBD) | 
组 成 ,USP REA Fo USP 对 于 激素 应 答 基 因 编 
码 的 受 体 EcR 和 E75B 以 及 黑 腹 果 晶 激素 受 体 3 
(Drosophila melanogaster Meigen hormone receptor 3 , 
DHR3 ) AY E dal HE A BT BK Sk AY ( Schubiger and 
Truman, 2000), EA XF Wit BZ wae AN ME, 例如 
EcR/USP 异 源 二 聚 体 通过 与 20-F8 FEZ A 8 
Dal Pe BE AY Ac WES A AE AS ct Fe ( Baker et al., 
2003; Hu et al., 2003), USP 也 是 保 幼 激素 的 一 个 
候选 受 体 (Xu et al.,2002)。 到 目前 为 止 还 没有 鉴 
定 出 USP 的 配 体 (Spindler et al., 2009), USP 在 黑 
腹 果 蝇 中 存在 一 个 单一 亚 型 (Henrich et al., 1990) , 
而 在 烟草 天 蛾 Manduca sexta Linnaeus 中 存在 两 个 















































具有 不 同 N 末端 结构 的 亚 型 MsUSP-1 和 MsUSP-2 
( Jindra et al., 1996) 。 

EE EcR Æ 3 FIA T A oh KS E a 
知 配 体 的 核 受 体 。 目 黑 腹 末 晶 ER 和 USP 基因 元 
隆 测序 以 来 ,目前 已 有 20 余 种 昆虫 的 EcR 和 USP 
被 克隆 测序 。 拟 黑 多 刺 蚁 Polyrhachis vicina Roger 
EcR 基因 PvEcR ( GenBank 登录 号 :JX028426. 1 ) 和 
USP 基因 PuUSP( GenBank 登录 号 :KC188780 ) 已 被 
克隆 测序 。 在 昆虫 的 基因 功能 人 研究 中 RNA 干扰 
(RNA interference, RNAi) 已 被 证 明 效 果 显 车 。 相 
关 的 RNAI 新 技术 已 经 应 用 到 昆虫 学 的 不 同 领 域 ， 
包括 利用 RNAi 技术 对 基因 的 功能 .调节 以 及 表达 
的 研究 ( Roignant et al., 2003; Boisson et al., 2006; 
Arakane et al., 2008; Miller et al., 2008) 。 然 而 通过 
对 多 数 的 RNAi SE AC HM , Ta] MRE PPE] dsRNA, Ed 
虫 能 够 目 主 性 地 吸收 dsRNA, dsRNA 在 Dicer 酶 的 
作用 下 分 解 成 21 ~23 nt 的 siRNA ,通过 碱 基 配对 原 
则 来 识别 靶 标 基因 mRNA ,并 使 其 降解 (Schwarz et 
al., 2002) 。 

本 人 研究 拟 通 过 灾 光 原 位 杂交 技术 对 拟 黑 多 刺 蚊 
3 个 品级 成 虫 头 部 PvUSP mRNA 表达 进行 组 织 定 位 
研究 ,并 利用 qRT-PCR 技术 对 其 3 个 品级 成 虫 头 部 
PoUSP mRNA 表达 量 进行 检测 ,以 推测 PvUSP 对 该 
虫 脑 神 经 功能 或 行为 的 影响 ;通过 体外 合成 PvUSP 
保守 序列 dsRNA, 人 饲 喂 拟 黑 多 刺 蚁 不同 品级 成 虫 ， 
观察 不 同 dsRNA 浓度 和 时 间 对 拟 黑 多 刺 蚊 成虫 发 
育 和 和 死亡 的 影响 ,以 推测 该 基因 对 拟 黑 多 刺 蚁 生理 
功能 的 影响 。 通 过 qRT-PCR 检测 PvUSP RNAi 后 
PvUSP 及 PvEcR 基因 在 拟 黑 多 刺 肥 不 同 品级 成 里 
体内 mRNA 表达 水 平 的 变化 情况 ,从 转录 水 平 上 认 
识 PvUSP 和 PuEcR 基因 相关 性 。 














1 材料 与 方法 


1.1 HER 
MRL AN RA H ER WES AS HAR 
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BEA BUT IE HU, RR E TAR FEEL TE A AIR 
温度 26 + 3°C Al RH 35% ~45% 条 件 下 用 冰糖 .蜂蜜 
和 水 果 等 饲 喂 。 
1.2 主要 试剂 

RNA 提取 试剂 Trizol 购 目 TaKaRa 公司 , 原 位 杂交 
试剂 购 自 武汉 博士 德 (Boster) ;实验 所 需 试剂 盒 ;RNA 
反 转 录 试 剂 盒 (RevertAid ”First Strand cDNA Synthesis 
Kit, MBI) ;琼脂 糖 凝 腕 DNA EARNE (GER A Z 
克 ) ;SYBR® Premix Ex Taq™ Kit (TaKaRa) ;加 强 型 敏 
感性 原 位 杂交 检测 试剂 盒 ( 武 汉 博 士 德 );T7 
RiboMAX™ Express RNAi System( Promega) 。 
1.3 ” 拟 黑 多 刺 蚁 总 RNA 提取 及 第 一 链 CDNA 合成 

取 拟 黑 多 刺 蚁 成体 工 蚁 10 头 利 用 Trizol RNA 
提取 液 提 取 总 RNA, 取 4 wh 样品 用 以 检测 RNA 质 
量 ,用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 紫外 分 光 光 度 计 ( 波 长 260 
nm) 检测 RNA 的 完整 性 和 浓度 ,并 保证 其 A260/ Argo 
{AE 1.8 ~2.0 ZE, HAA HF -80C RF. cDNA 
第 一 链 合 成 使 用 MBI 的 RNA 反 转 录 试 剂 盒 
( RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit) 进行 ， 
产物 可 有 直接 进行 PCR 反应 或 保存 于 -80Y 备 用 。 











1.4 引物 设计 与 PCR 扩 增 

根据 拟 黑 多 刺 凡 USP 的 序列 (GenBank 登录 号 
KC188780 ) 选择 保守 序列 ,利用 Primer Primer 5. 0 
软件 设计 引物 USP-F 和 USP-R( 表 1) ,由 南京 金 斯 
珊 基 因 公 司 合成 。 采 用 10 pL PCR 反应 体系 ,PCR 
反应 条 件 为 :94"C 3 min;94% 50 5,48 50 s,72°C 
60 s,35 个 循环 ;72% 延伸 10 min;4% 保存 。 将 PCR 
产物 在 1% BY Sa Hs BE BE ABS HP sr HA B is PE He 
DNA 回收 试剂 盒 ( 北 京 百 泰克 生物 技术 有 限 公司 ) 
回收 目的 片段 ,纯化 进行 克隆 送 上 海 生 工 生 物 工程 
ARAME. WERZH Clustal X 与 NCBI 中 
的 Blast 软件 进行 比 对 。 绿 色 灾 光 和 蛋 日 基因 (GKP) 
片段 由 陕西 师范 大 学 生命 科学 学 院 生 物化 学 实验 室 
保存 的 GEP 质粒 上 扩 增 ,利用 Primer Primer 5.0 软 
件 设计 引物 GFP-F, GFP-R( 表 1),PCR 反应 条 件 
为 :94%C 4 min;94°C 30 s,55%C 30 s,72%C 30 s,39 个 
循环 ;72%C 延伸 10 min;4 人 CC 保存。 将 PCR 产物 在 
1% 的 琼脂 糖 凝 股 中 检测 ,用 玉 脂 糖 疑 胶 DNA 回收 
试剂 盒 ( 北 京 百 泰克 ) 回收 目的 片段 ,纯化 进行 元 隆 
送 上 海 生 工 测序 。 




















#1 本 实验 所 用 主要 引物 设计 


Table 1 Primers used in this study 











引物 名 称 引物 序列 (5 3") 产物 长 度 (bp) 引物 用 途 
Primer name Primer sequence Product size Primer usage 
USP-F GATGAAGAGGGAGGCGGT i USP 扩 增 
USP-R CAGACGAAGCAGCAGTTT Amplification of USP 
GFP-F GCAGTGCTTCAGCCGCTACCC aoe GFP 扩 增 
GFP-R CCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTGTC Amplification of GFP 
USP-7F TAATACGACTCACTATAGGGGATGAAGAGGGAGGCGGT 
USP-7R TAATACGACTCACTATAGGGCAGACGAAGCAGCAGTTT oai dsRNA 合成 
GFP-7F TAATACGACTCACTATAGGGGCAGTGCTTCAGCCGCTACCC oe dsRNA synthesis 
GFP-7R TAATACGACTCACTATAGGGCCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTGTC 
ATTAATCCAGGCAACTTCAGTCCTTCGGGTCCCAT 荧光 原 位 杂交 探 针 
USP-ISH CGCACTTTACATCGTTGCCAGTGGCGGATCAAATA oee aa hybri AES 
GCTTAATCACGATATTCGATGATCGCGTGCTCTCA 
Real USP-F AAGTGCCTGGCGATGGG 
Real USP-R GCTTTCCACCTCGCTTTGA ee 
Real EcR-F GCTTGCGATGGATGTGCT 
Real EcR-F CACCTTCAGATTTCGCCTTG eee 
B-actin-F CCCTCTTCCAGCCATCGTTC a6 
B-actin-R CCACCGATCCAGACGGAGTA 


下 划 线 处 是 T7 RNA 聚合 酶 局 动 子 。T7 RNA polymerase promoter is underlined. 


1.5 PvUSP dsRNA 及 GFP dsRNA 的 制备 和 稳定 
性 检测 

1.5.1 dsRNA 制备 :使 用 T7RiboMAX Expression 
RNAi System ( Promega ) 试 剂 盒 体 外 合成 dsRNA, € 


成 后 有 沉 省 产生 即 dsRNA ,适量 RNase-free ddH,O 游 
解 , 珠 脂 糖 凝 腕 电泳 和 紫外 分 光 光 度 计 (波长 260 
nm) 检 测 完 整 性 和 浓度 , — 80°C UKE PEE o 

1.5.2 PvUSP dsRNA 及 GFP dsRNA 稳定 性 检测 : 
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ÆI PvUSP dsRNA WA EINER AP 
拟 黑 多 刺 蚁 对 介质 溶液 的 取 食 将 dsRNA 导入 其 肠 
道内 。 将 0.1 pg 体外 合成 的 PoUSP dsRNA 加 入 到 
10 uL RNase-free ddH,O 配制 的 0.1 g/mL 冰糖 游 
液 , 对 0,2,4,6,8 和 10h 后 dsRNA 进行 取样 , 珀 
晶 糖 族 胶 电泳 检测 其 稳定 性 。 同 理 对 GFP dsRNA 

进行 稳定 性 检测 。 
1.6 SS BW AY tal be FP Se oe 

BENLER FR BY E 45 Sh S Fe T A] 
FEF, WIEN EH W E H E, eae LABA 
孔 。 食 物 为 冰糖 或 蜂 密 ,实验 分 两 个 阶段 ,第 1 阶段 
设置 空 日 对 照 组 以 RNase-free ddH,O 饲 咀 ,处 理 组 
以 10 ng/L PvUSP dsRNA 人 饲 喂 ;第 2 阶段 以 每 100 
uL RNase-free ddH,O 中 分 别 加 入 1 000 ng GFP 
dsRNA BẸ} 10 ng/uL 作为 GFP 对 照 组 饲 喂 ,同样 ,处 
理 组 以 10 ng/pL PvUSP dsRNA 饲 咀 。 每 组 设置 3 
个 重复 ,每 天 饲 喂 一 次 , 目 然 花 照 条 件 下 饲养 ,温度 
26 +3% ,湿度 35% ~45% ,人 饲 喂 周 期 12 ~15 d。 
1.7 RRMA Rw 

原 位 末 交 试剂 盒 由 武汉 博士 德 生 物 工程 上 有限 公 
司 提供 ,针对 USP SERA IRIRE , Ze ey Fic, 
FH RA FSET E RIRE A ey BU hp TN ,并 
配合 使 用 敏感 性 加 强 型 的 原 位 检测 方法 ,具有 敏感 
性 特别 高 ,背景 清晰 ,结果 准确 可 靠 的 优点 。 
1.7.1 冰冻 切片 的 制备 :将 拟 黑 多 刺 蚁 3 个 品级 各 
3 SK BUH SK BA Ze eb YF ee Ach AY) BY J A BY PB ETF 
RA 0.1% DEPC BY 4% ZR FEA EP EE 8 h, 
然后 将 固定 好 的 材料 浸泡 在 15% BY AP , E 
于 4 冰箱 内 , 竺 材料 全 部 沉 底 后 ,再 将 实验 材料 取 
出 浸入 到 30% 其 糖 溶 液 中 ,再 置 于 4C 冰 箱 内 , 待 材 
料 全 部 沉 压 后 进行 冰冻 切 厂 , 切 厂 厚度 一 般 为 12 
um, 将 切 好 切片 巾 至 已 用 多 聚 赖 氨 酸 处 理 的 载 玻 厂 
上 ,37C 烘 干 6 ~7 d 后 进行 灭 沧 原 位 杂交 实验 。 
1.7.2 荧光 原 位 杂交 :0.1% DEPC 水 在 室温 下 浸 
A akHe FS min;30% H,0, 一 份 + 纯 申 醇 50 份 混 
合 ,在 室温 下 浸泡 载 玻 片 30 min;0. 1% DEPC 水 在 
室温 下 浊 泡 载 玻 片 5 min x3 次 ; 回 载 玻 片上 滴 加 
3% FTIR TRAN HEE is PEAY A SB 537 °C 恒温 箱 或 室温 
消化 5 ~ 120 s, 485% mRNA 核酸 片段 , 原 位 杂交 专用 
PBS ¥E 5 min x3 次 ,1% DEPC 水 在 室温 下 浸泡 载 
玻 片 5 min; A SAMA, AeA 0.1% DEPC 
Hy 1% BES PE/O. 1 mol/L PBS( pH 7.2 ~7.6) 在 
室温 下 固定 10 min,0. 1% DEPC 水 在 室温 下 浸泡 载 
HAS min x3 次 ; 按 每 张 载 玻 片 20 pL 滴 加 预 杂交 
































液 ( 阴 性 对 照 使 用 DEPC 水 ) , 置 于 湿 盒 内 ,38% 1E 
温 箱 4 h; 吸 取 多 余 液体 ,不 洗 , 每 张 载 玻 片 滴 加 20 
pL 条 交 液 (阴性 对 照 不 滴 加 ) ,恒温 箱 38°C 杂交 过 
夜 ; 杂 交 后 揭 邱 兰 玻 请,37 忆 作用 水 温 的 2 x SSC 洗 
7&5 min x2 次 ,37%C 0.5 x SSC HEY 15 min x1 次 ， 
37°. 0.2 x SSC YEVYE 15 min xl 次 ;每 张 载 玻 片 滴 加 
20 pL 封闭 液 ,恒温 箱 37°C 30 min; 吸 取 多 余 液体 ， 
不 洗 ,每 张 载 玻 片 滴 加 20 pL 生物 素 化 鼠 抗 地 高 辛 ， 
恒温 箱 37°C 60 min 或 室温 下 120 min, Ja HEMA 
交 专 用 PBS 浸 洗 $ min x4 次 ; 取 1 pL SABC-HRP- 
FITC + 原 位 杂交 专用 PBS 100 pL 配 比 , 按 每 张 载 玻 
片 滴 加 50 pL,37°C 30 min ,后 用 原 位 杂交 专用 PBS 
浸 洗 5 min x3 次 ;用 中 性 树胶 封 片 ,利用 激光 共聚 
焦 扫 描 显 微 馈 (Laser Scanning Confocal Microscopy , 
LSCM) 镜 检 , 分 析 。 实 验 过 程 设 计 不 加 探 针 处 理 组 
作为 阴性 对 照 组 , 灾 光 显微镜 下 检测 。 
1.8 RICA Es qRT-PCR 

PvUSP 在 不 同 品 级 拟 黑 多 刺 蚁 头 部 的 相对 表 
达 。 选 择 雌 蚊 头 部 的 cDNA 第 一 链 为 模板 制作 标准 
曲线 ,稀释 倍数 为 1 x ,5 x ,10 x ,100 x 和 1 000 x。 
每 管 样品 需 3 个 重复 ,并 附 有 无 模板 添加 的 阴性 对 
照 。 提 取 RNAI 后 不 同 品级 的 拟 墨 多 刺 蚁 总 RNA, 
对 照 组 分 别 为 RNase-free ddH,O 和 GFP dsRNA ‘al 
喂 的 拟 黑 多 刺 蚁 总 RNA ,采用 实时 定量 PCR 对 处 理 
组 即 RNAi 后 PvUSP 和 PvEcR mRNA 表达 量 进 行 检 
测 ,以 评估 PvUSP dsRNA 对 拟 黑 多 刺 蚁 的 干扰 效 
率 。 分 别 设计 目的 基因 PoUSP 和 PvEcR 实时 定量 
引物 及 内 参 基因 b-actin 特异 性 引物 。 采 用 TaKaRa 
SYBR Premix Ex Taq Kit ist X) & K SERA BL SYBR 
Green | ,在 ABI STEP ONE 上 进行 。PCR 反应 体系 
25 UL ,反应 条 件 为 :9$% 10 min;95% 15 5,52 30 
s ,40 个 循环 ;9$% 15 5,52 60 s;95%C 15 s ,每 个 循 
环 上 升 0.37 , 熔 解 曲线 生成 。 最 终结 末 计 算 采 用 
2- 人 人 YT(Livak and Schimittgen, 2001 ) 法 进行 ,在 所 
有 实验 组 中 选择 其 中 一 个 标本 为 实验 参照 标本 , 即 
以 此 标本 为 准 , 其 他 的 实验 标本 与 它 进 行 比较 。 利 
用 SPSS 16.0 软件 计算 每 种 处 理 的 平均 值 与 标准 
差 , 并 进行 显 着 性 差异 分 析 (i 检验 ,n=3,P <0.01 
ak 0. 05 ) 对 所 得 数据 进行 单 因素 方差 分 析 。 
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2.1 总 RNA #2. PvUSP 扩 增 及 PvUSP dsRNA 
和 GFP dsRNA 稳定 性 检测 
总 RNA 提取 后 琢 脂 糖 族 胶 电 泳 结 果 显 示 3 条 
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清晰 亮 带 ,5S,18S 和 28S rRNA, 其 中 18S 和 28S 
rRNA 特征 性 条 带 清晰 ,5S rRNA 较为 暗淡 ,说 明 总 
RNA 没有 降解 ,并 且 条 带 单 一 ,总 RNA 没有 受到 和 蛋白 
质 和 DNA 的 污染 ,可 用 于 cDNA 第 一 链 的 合成 (图 1: 
A), FIFA BS HO RNA 为 模板 (图 1: A) , 反 转 
得 到 第 一 链 cDNA , 扩 增 拟 黑 多 刺 蚁 PvUSP 片段 ,得 
到 646 bp 的 单一 条 带 , 加 入 T7 启动 子 序列 后 得 到 
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2.2 PvUSP 在 拟 黑 多 刺 蚁 不 同 品级 成 虫 头 部 的 
表达 

2.2.1 PvUSP 在 拟 震 多 刺 蚊 不同 品级 成 虫 头 部 组 
织 定 位 :经 激光 共聚 焦 扫 质 显 微 镜 镜 检 观察 后 可 
见 ,PvUSP mRNA 的 细胞 胞 浆 春色 呈 呐 绿色 ,在 拟 
墨 多 刺 蚊 不同 品级 头 部 广泛 表达 , PERNE 2 
A ) 前 脑 曹 形 体 Kenyon 细胞 .中央 复合 体 和 嗅 叶 纤 
维 细胞 阳性 反应 最 为 明显 , 莫 形 体 柄 部 纤维 细 
胞 阳性 反应 明显 ,食道 下 神经 节 阳 性 反应 明显 ; 雌 
AX (FL 2: C) RIB AS Kenyon 细胞 .中央 复 合体 、 侧 
前 脑 阳 性 反应 明显 5 WER CT 2: E) SEJE PRA TB EF 
HEME P REEE RE THA T 、 中 脑 和 视 叶 
阳性 反应 最 为 明显 。 阴 性 对 照 组 (图 2: B, DA 
F) 奖 光 显 微 镜 观 察 无 严 光 信号 ,可知 换 针 确 为 拟 
REAN PvUSP 特异 性 探 针 , 且 拟 黑 多 刺 蚁 无 目 
2.2.2 PvUSP 在 拟 黑 多 刺 娄 不 同 品级 成 虫 头 部 
mRNA 相对 表达 水 平 :选取 上 肉 蚁 头 部 的 cDNA 第 一 
链 作 为 参照 模版 ,采用 灾 光 实时 定量 PCR 反应 ,发 
IE PvUSP mRNA EA fH] m BOA TE FL SC MG HSK a 
HY es FF TE FE ETE LIA TY Ze aK et Bic Ty, TEREI 
SKB UC , MESKER Pea te Pe (CT 3) ,由 此 推测 
FE LIK BAY fey Ze IK FY BEA CI AY Ae Be EL IS AR FT 














686 bp HIJR (Al 1: B). GFP dsRNA fi iit Pet xe 
性 检测 , 珠 脂 糖 凝 胶 电 泳 显示 10 h 后 GFP dsRNA 条 
rH at SEE GAS A E, Ze dsRNA 在 冰糖 咨 液 中 10 d 
内 未 发 生 降解 (图 1: C)。PvUSP dsRNA 妆 温 下 稳定 
性 检测 ,来 脂 糖 北 胶 电泳 显示 10 d 后 dsRNA Krae 
度 变 化 不 明显 ,这 也 束 表 明 USP dsRNA 在 冰糖 咨 液 
中 10 d 内 未 发 生 降解 (图 1: C)。 
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图 1 WRZ RNA 提取 (A)、USP Hr Be he (B) dsRNA 稳定 性 (C) 检 测 
Fig.1 Total RNA extraction (A), PCR amplification of PvUSP (B) and dsRNA stability test (C) 
1-3; RNA 重复 RNA replicates; M; DL2000 DNA marker; 4: 加 入 T7 启动 子 后 PvUSP 的 扩 增 片段 PoUSP amplified fragment with inserted T7 
promoter; 5; 扩 增 的 PvUSP 片段 PoUSP fragment amplification; 6 — 11; 分 别 代 表 0,2,4,6,8 和 10 h 后 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 常温 下 GFP 和 PvUSP 
dsRNA 的 稳定 性 GFP and PvUSP dsRNA stability tested by agarose gel electrophoresis at room temperature after 0, 2, 4, 6, 8 and 10 h, respectively. 


为 受 脑 神经 系统 控制 有 关 。 
2.3 PvUSP 干扰 后 拟 黑 多 刺 蚊 不 同 品级 成 虫 整体 
PvUSP 及 PvEcR mRNA 表达 的 变化 

RNAi 后 不 同 品 级 拟 黑 多 刺 蚁 成 虫 整体 PvUSP 
及 PvkcR 表达 量 的 变化 (图 4)。10 ng/uL PvUSP 
dsRNA (HJM 15 d Ja, JURA HWM 3 个 品级 成 虫 
PvUSP 表达 量 均 降低 , PER 表达 量 均 上 升 。 与 
GFP dsRNA 饲 喂 组 的 表达 量 相 比 ,实验 组 工 下 
PvUSP 表达 量 下 降 至 47. 65% , HER PvUSP 表达 量 
下 降 至 30. 48% , 雄 蚁 PvUSP 表达 量 下 降 至 40.32% 
(Al4: C) ,在 统计 学 上 均 表 现 为 极 显著 差异 (P < 
0.01) ,说 明 通 过 人 饲 忠 PvUSP dsRNA 在 拟 黑 多 刺 蚁 
体内 引起 RNAI 效应 ,导致 PyVSP 转录 水 平 的 降低 ; 
与 GFP dsRNA 饲 喂 组 的 表达 量 相 比 ,实验 组 工 蚁 
PvkcR 表达 量 上 升 77. 63% , UE IN Ze A Br LE Ft 
107. 32% HENRIKE LE F+34. 18% (图 4: D), MER 
表达 量 在 统计 学 上 表现 为 显著 性 差异 (P<0.05)， 
说 明 拟 黑 多 刺 蚁 超 气 门 重 白 PvUSP 被 沉默 后 可 促 
UE PvkcR 表达 量 的 增加 。 




















3 讨论 


拟 喃 多 刺 必 脑 分 为 前 脑 、. 中 脑 和 后 脑 3 部 分 ,其 
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图 2 USP mRNA 在 拟 黑 多 刺 蚁 工 蚊 (A,，B) EX(C, D) 
MERN CE, F) QAR HP AY FE eee IK 
Fig.2 Localized expression of PvUSP mRNA in heads of 
Polyrhachis vicina worker (A, B), female 
adult (C, D) and male adult (E, F) 
B, D, F; 阴性 对 照 组 Negative controls. MB: 曹 形体 Mushroom body; 
CB; 中 央 复 合体 Central complex body; Key; Keyron 细胞 Keyron cell; 
OL: 视 叶 Optic lobe; SOG; 食道 下 神经 节 Suboesophagealganglion ; 
Deu: 中 脑 Deutocerebrum; LP: 侧 前 脑 Lateral protcerebrum. 
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R3 拟 黑 多 刺 蚁 不 同 品级 成 虫 头 部 USP 基因 的 相对 表达 量 


Fig.3 Relative expression level of PvUSP in heads of 











different castes of Polyrhachis vicina adults 
图 中 数据 均 为 平均 值 + 标准 差 (n=3), 柱 上 不 同 字 母 表 示 参 照 组 与 
实验 组 存在 显著 差异 (1 检验 , n =3, P <0.05)。Data in the figure 


are represented as mean + SD from three independent experiments, 




















different letters above bars indicate significant difference between the 


control and treatment (t-test, n =3, P<0.05). 


PATIN SE a Fi ee I SS 中央 体 和 侧 前 脑 , 中 
FI EE EEK, HET AS ee BE HE RCE 2 IIT 
的 重要 脑 部 结构 ,其 在 社会 性 昆虫 脑 部 所 占 的 相对 
脑 体 积 比 其 他 非 社会 性 昆虫 要 大 的 多 (Nemoto and 
Hara, 2007) 。 昔 形体 主要 是 由 昔 形 体 冠 、 蔓 形体 柄 
和 和 章 形 体 根 组 成 , 草 形 体 冠 是 视觉 和 嗅觉 信息 投射 
的 部 位 ,其 外 围 有 很 多 Kenyon 细胞 。 草 形体 不 仅 在 
昆虫 的 求偶 调 市 、 咒 觉 辨别 和 视觉 学 习 和 记忆 功能 
中 扮演 重要 角色 ,而 且 还 参与 进攻 行为 和 控制 行走 
活动 等 机 械 运 动 的 调节 (Dubnau et al.，2001 ) 。 
PvUSP 在 拟 黑 多 刺 蚁 不 同 品级 成 忠 脑 部 董 形 体 中 高 
表达 ,表明 该 基因 可 能 参与 了 调节 拟 黑 多 刺 蚁 脑 部 
神经 系统 构建 、 功 能 作用 的 发 挥 及 对 其 行为 的 影响 。 
在 工 尽 嗅 叶 纤 维 细胞 相对 的 高 表达 可 能 与 其 社会 分 
工 有 关 。 工 蚁 的 社会 行为 在 3 个 品级 中 最 为 复杂 ， 
包括 疯 食 、 抚 育 幼 蚁 和 清洁 蚁 桌 等 ,这 些 行为 使 得 其 
需 具 备 一 定 的 空间 定位 记忆、 气味 信息 的 摄取 以 及 
信息 交流 的 能 力 , 因 此 工 蚁 具备 更 强 的 嗅觉 信息 处 
理 能 力 ; EWER P HEJER Kenyon 细胞 .中 央 复 合体 
和 侧 前 脑 阳 性 反应 明显 ,这 可 能 与 肉 蚁 在 蚁 群 中 主 
要 行使 交配 、 产 旷 以 及 繁殖 后 代 的 社会 职责 有 关 ， 
PvUSP 可 能 参与 其 视觉 .学习 记忆 和 求偶 等 行为 的 
构建 ;在 雄 蚁 视 叶 相对 高 表达 可 能 与 雄 蚁 视觉 发 育 
有 关 , 雄 蚁 在 婚 飞 时 需 依 徘 其 很 高 的 空间 分 辨 能 
和 较 快 的 信息 处 理 能 力 , 而 这 些 能 力 的 获得 需要 视 
觉 信息 的 介 导 ,因而 雄 蚁 具备 了 发 达 的 视觉 神经 系 
统 。 而 对 果 蝇 的 研究 也 证 实 了 虹 皮 激素 及 其 受 体 通 
过 信号 通路 调节 昆虫 神经 重建 ,并 且 与 学 习 和 记忆 
相关 ( Meguire et al., 2001) 。 

在 本 实验 中 ,设计 人 饲 咀 了 621 bp 的 dsRNA , 产 
生 了 PoUSP 基因 的 沉默 效应 。 为 达到 明显 RNAI 效 
东 所 需 dsRNA 的 有 效 浓度 因 物 种 间 的 差 寞 而 不 同 ， 
例如 存在 于 鲜 过 目 和 贿 翅 目 屁 虫 的 同一 基因 ,在 鲜 
雪 目 昆虫 中 几乎 没有 效 来 的 dsRNA 的 浓度 ,在 用 于 
PAA H EE R HP TAN REA BH w hY RNA 干涉 效果 
(Zhang et al., 2008) ,本 实验 设置 10 ng/ pL dsRNA 
进行 PvVUSP RNAI 实验 ,采取 双 对 照 实验 , 即 分 别 设 
A J Z AH (RNase -freeddH, O) 10ng/ wLGFP 
dsRNA 处 理 组 进行 对 照 实 验 , 以 确保 实验 的 准确 
性 。 为 确定 干扰 效率 ,进一步 明确 RNAi 后 PvUSP 
在 拟 黑 多 刺 凡 中 转录 水 平 表达 的 情况 ,应 用 灾 交 
实时 定量 技术 对 该 基因 进行 相对 表达 量 的 确定 。 
实验 结 来 显示 ,RNA 干扰 后 3 个 品级 拟 黑 多 刺 疏 
成 虫 体 内 PvUSP 基 因 的 表达 均 降低 ,与 对 照 组 相 
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图 4 MI 10 ng/L PvUSP dsRNA Ja AIF] me GER HB PoUSP( A, C) & PoEcR(B, DD) 表 达 水 平 的 变化 
Fig.4 Relative expression levels of PvUSP (A, C) and PvEcR (B, D) in different castes of 
Polyrhachis vicina adults after feeding artificial diet containing 10 ng/wL of PvUSP dsRNA 
分 别 以 RNase-free ddH, O 和 GFP dsRNA 作为 空白 对 照 和 GFP THR Pa A PE te Cn = 3) ; 柱 上 双星 号 代表 组 内 对 比 处 理 组 
与 对 照 组 存在 极 显 车 差 异 (t 检验 , n=3, P<0.01) ,而 单 星 写 代表 组 内 对 比 处 理 组 与 对 照 组 存在 显著 差异 (1 检验 , n=3, P<0.05), RNase- 
free ddH,O and GFP dsRNA were used as the blank control and GFP control, respectively. Data in the figure are represented as mean + SD from three 














independent experiments; double asterisks above bars indicate extremely significant difference between the treatment and the control (t-test, n =3, P < 


0.01), while single asterisk indicate significant difference between the treatment and the control (t-test, n =3, P<0.05). 


比 均 存 在 极 显 车 差异 (P<0.01), 说 明 RNA F 
扰 实 验 歼 果 明显 。 而 相对 PvUSP 表达 量 的 下 降 ， 
Whe BZ PAZ SZ AS PvkcR 的 表达 出 现 上 升 趋势 ,与 对 
照 组 相 比 肉 蚁 表达 量 差 异 显 著 (P<0.05), 并 旦 
发 现 采 取 空 日 对 照 或 GFP dsRNA {aj I F t XY 
照 , 实 验 结 来 无 差异, 说明 两 种 对 照 均 可 采用 。 
ER HY FE Ot EHP AS BL USP 可 以 抑制 EcR 相 
KIT FEW A FE ( Costantino et al., 2008) ,也 有 研 
究 证 明 配 体 不 足 或 者 缺乏 的 情况 下 ,EcRAUSP 对 
基因 表达 起 抑制 作用 (King-Jones and Thummel, 
2005) . TEAR HE P Wt BZ BRR A a UT HA JÉ 
DG HD Fe Wak BR PS NL RS 将 导致 功能 缺 
AR, ALS S| eS AL Va EY ZS ARS ACO SRY o A 
可 能 就 是 由 于 异 源 二 聚 体 形成 过 程 中 配 体 缺 失 
导致 (Schubiger et al., 2005). m W E £ R i H 
虫 阶 段 PvUSP 在 被 成 功 沉 默 后 ,由 于 PoUSP ik 
失 , 而 导致 PokcR mRNA 表达 量 上 升 ,尤其 瞧 成 


























虫 体内 PvEcR mRNA 表达 量 上 升 比 较 显 车 。 根 
据 此 种 现象 初步 推测 , 拟 黑 多 刺 愧 PvUSP 基因 与 
PvEcR 基因 在 异 源 二 聚 体形 成 过 程 中 存在 关联 性 
或 功能 互补 性 , 即 当 PoUSP 缺失 , 异 源 二 聚 体 不 
能 正常 形成 ,从 而 使 得 PvEcR mRNA 表达 量 的 积 
累 ; 或 当 PvUSP 受到 抑制 时 ,PvkcR 高 表达 ,表明 
其 对 PoUSP 功能 可 能 具有 一 定 补 偿 作 用 。 男 外 ， 
PvUSP WUSA Ja SE IC PoEcR 表达 量 明 显 上 升 的 
现象 暗示 着 PvUSP 可 能 对 上 肉 蚁 的 生殖 功能 产生 
重要 影响 。 

基于 dsRNA IRRA WARE HI RNA 干涉 技术 
体系 构建 成 本 较 低 ,便于 干扰 效果 的 观察 和 检测 ,得 
到 的 实验 结果 更 接近 供 试 生物 的 自然 状态 ,本 实验 
采用 喂食 的 方法 将 dsRNA 导入 拟 黑 多 刺 蚁 体内， 
MONEE TF PEARSE PvUSP 的 表达 ,为 拟 黑 多 刺 蚁 
功能 基因 组 学 的 研究 提供 了 了 有效 的 方法 和 研究 
依据 。 
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